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SUR LA MODIFICATION D’UNE SOUCHE MICROBIENNE 
PAR LA 
SELECTION DES GERMES PHAGOCYTABLES 


par E. WOLLMAN. 


Lorsqu’on injecte a un lapin du vaccin charbonneux sous la 
peau d'une oreille (le lapin résiste toujours 4 Vinoculation du 
premier vaccin charbonneux et souvent a celle du deuxiéme) et 
que sous la peau de |’autre oreille on inocule du charbon viru- 
lent on constate les phénoménes suivants. 

Dans la premiere oreille il se produit un afflux de leucocytes 
amenant un exsudat purulent; toutes les bactéridies sont rapi- 
dement phagocytées. L’exsudat formé dans la deuxiéme oreille 
reste séreux, ne contient pas ou presque pas de leucocytes; la 
phagocytose est nulle, les bactéridies pullulent (4). 

Ce sont la les deux termes extrémes de la réaction de l’orga- 
nisme. D’une maniére générale, lorsqu’on inocule 4 un animal 
une culture pathogene, on constate qu'une partie des germes 
devient la proie des phagocytes, tandis que d’autres y 
échappent, se multiplient et envahissent l’organisme (2). I y 


(1) Mercanikorr, Immunilé dans les maladiesfinfectieuses, p. 168. Paris, 1904. 
(2) Ces phénoménes ont été bien analysés par Bordet. Ann. Soc..sc. méd el 
nat. de Bruxelles, t. 1V, 1895, et ces Annales, 1897, p. 177. 
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a done entre les germes d’une méme culture des différences 
individuelles qui font que ces germes résistent plus ou moins 
efficacement aux moyens de défense de ]’animal (1). Ne pour- 
rait-on mettre & profit ces différences individuelles pour 
séparer et sélectionner les germes phagocytables d’une part, 
ceux qui ne le sont pas, de l'autre? 

Si cette séparation réussissait, quelles seraient les propriétés 
des variétés ainsi obtenues? [elles sont les questions que nous 
nous sommes posées dans ce travail; par suite des circon- 
stances, nous n’avons pu qu’aborder & peine la seconde. 

Nous nous sommes tout d’abord adressé au charbon virulent. 
Lorsqu’on en injecte une suspension dans Ja cavité péritonéale 
du cobaye, et qu’on préléve d’heure en heure une gouttelette 
d’exsudat, on constate que méme au bout de cing & six heures 
cet exsudat ne contient pas ou presque pas de leucocytes; la 
phagocytose est nulle ou & peu pres. II est impossible dans ces 
conditions de tenter la séparation que nous nous proposions 
de faire. 

On peut tourner la difficulté en « préparant » les animaux. S1 
la veille de Vinoculation on injecte dans la cavité péritonéale 
une suspension stérile d’aleurone, il se produit une leucocy- 
tose abondante et quatre a cing heures aprés linjection des 
bactéridies on constate une phagocytose réduite, mais nette- 
ment marquée. 

Pour éviter cette complication de la technique, nous avons 
préféré nous adresser dans les expériences préliminaires au 
deuxiéme vaccin pastorien. Celui-ci est en effet virulent pour 
le cobaye et le tue en soixante-douze heures environ en injec- 
tion sous~cutanée. Lorsqu’on en imjecte une suspension dans 
la cavité péritonéale d'un cobaye normal et qu’on examine 
Vexsudat d’heure en heure, on constate les faits suivants : Une 
heure aprés l'injection, l’exsudat renferme de nombreuses bac- 
téridies libres ayant conservé la forme et la grosseur de celles 
de la culture injectée. Il n’y a que de trés rares leucocytes. 
Deux a trois heures plus tard, on trouve d’assez nombreux leu- 
cocytes dont un certain nombre ont englobé des bactéridies. Tl 


(1) On a attribué ces différences 4 la chimiotaxie positive ou négative 
(Bordet), ou & la production de substances particulitres repoussant les 
leucocytes (aggressines de Bail). 
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y a toujours beaucoup de bactéridies libres, parmi lesquelles 


des formes plus grandes et plus épaisses que celles de Ja cul- 


ture. Plus tard encore (cing a six heures apres l’inoculation), 
les leucocytes sont nombreux; beaucoup d’entre eux ont pha- 
gocyté des bactéridies. La grande majorité des bactéridies libres 
sont de grosses formes & capsule. On peut tenter 4 ce moment 
la séparation des bactéridies phagocytées et de celles qui sont 
libres dams l’exsudat. 


MARCHE DUNE EXPERIENCE 


On injecte dans la cavité péritonéale d’un cobaye le quart 


-environ dune culture de dix-huit heures sur gélose inclinée 


de deuxiéme vaccin charbonneux. Cing heures aprés cette 
inoculation, le cobaye est tué par saignée. On incise la paroi 
abdominale (aprés épilation et flambage) et on lave la cavité 
péritonéale avec 30 cent. cubes d’eau physiologique stérile. On 
préléve le liquide ainsi obtenu, et on le centrifuge pendant trois 
a quatre minutes. On obtient un culot c,, composé en grande 
partie de leucocytes, et un liquide surnageant s, renfermant sur- 
tout des bactéridies libres. On remet le culot en suspension 
dans 30 cent. cubes d’eau physiologique stérile et l'on centri- 
fuge a nouveau, d’une part la suspensionc,, riche en leucocytes 
ainsi obtenus et d’autre part la suspension s,. Cette opération 
est répétée & cing ou six reprises, de sorte qu’on arrive a avoir 
d’une part un culot (c,) ne contenant a peu prés que des leuco- 
cytes, dont une partie renferme des bactéridies phagocytées et 
d’autre part un liquide surnageant (s,) ne contenant que des 
bactéridies libres, c’est-a-dire des bactéridies ayant résisté a la, 
phagocytose et dont la plupart jsont entourées de capsules. 

On ensemence sur gélose inclinée te culot et Ja suspension 
de bactéridies. On obtient de cette facon deux cultures; l’une 
— culture c,, — provient de bactéridies englobées par les leuco- 
cytes; l'autre — eulture s,, — de bactéridies qui ont résisté. 

Le lendemain, on injecte chacune de ces deux cultures dans 
la cavité péritonéale de cobayes neufs. On répéete les opéra- 
tions de la veille avee cette différence que, pour le cobaye 
inoculé avec la culture c,, on ne prend aprés chaque centrifu- 
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cation que le culot; chez celui injecté avec la culture s,, on ne 
conserve que la suspension surnageante. Aprés cing @ S1x cen- 
trifugations, on réensemence le culot et le liquide surnageant 
obtenus en dernier lieu. On oblient deux nouvelles cullures ¢, 
et s, avec lesquelles on fait un nouveau passage dans la cavité 
péritonéale du cobaye et ainsi de suite. 


Figure 4. 


Dés ce moment (troisiéme passage sur l’animal), l’aspect des 
exsudats prélevés cing & six heures aprés l’inoculation chez les 
deux cobayes est tres différent. Chez le cobaye injecté avec la 
culture c,, ’exsudat est tres riche en leucocytes dont la plus 
grande partie ont englobé des bactéridies; il y a peu de bacté- 
ridies libres, dés la premiére centrifugation on obtient un culot 
abondant et un liquide surnageant trés clair. Chez le cobaye 
injecté avec la cullure s, ’exsudat montre encore des leucocytes 
abondants, mais dont la trés grande majorilé est vide; les 
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bactéridies libres sont trés nombreuses et un grand nombre 
sont entourées de capsules. A la centrifugation un liquide 
trouble recouvre le culot leucocytaire. 

Ainsi les bactéridies qui proviennent de l’ensemencement 
des culots successifs, c’est-a-dire de Ja multiplication de bacté- 
ridies englobées par les leucocytes, se montrent beaucoup plus 
phagocytables que la souche primitive. Par contre, les bacté- 


Figure 2. 


ridies provenant de l’ensemencement des liquides surnageants 
deviennent de plus en plus réfractaires & la phagocytose. Ces 
différences s’accentuent avec le nombre de passages sur 
lanimal, chaque passage et chaque ensemencement revenant 
ala sélection des germes phagocytables lorsqu’on ensemence 
le culot leucocytaire, 4 celle de germes réfractaires & la phago- 
cytose lorsqu’on ensemence le liquide surnageant. 

La nature des expériences fait qu’il est difficile de réaliser un 
grand nombre de passages. Malgré toutes les précautions, la 
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contamination n’est pas facile éviter; d’autre part, |’ensemen— 
cement du culot lewcocytaire reste quelquefois stérile, ce qui 
oblige & recommencer les opérations. 

Dans deux séries d’expériences nous avons pu faire six et 
huit passages sur cobayes. Les figures 1 et 2 présentent les 
photographies des préparations faites avec l’exsudat péritonéal 
de cing heures produit par les variétés ¢, et s, (cinquiéme 
passage sur cobaye) (1). 

On voit d’une part (fig.4, variété ¢, produite par sélection 
des germes phagocytables) les leucocytes bourrés de bacté- 
alice les quelques bactéridies libres conservent la forme et 
la grosseur des bactéridies de culture. 

D’autre part (fig. 2, variété s produite par sélection des 
germes réfractaires & la phagocytose), les leucocytes sont nom- 
breux mais n’englobent pas de bactéridies. Celles-ci sont entou- 
rées de capsules. N’était l'abondance de leucocytes, cette prépa- 
ration ferait penser & un exsudat produit par le charbon virulent. 

On peut donc par la méthode que nous venons de: décrire 
obtenir & partir d’une seule ef méme souche deux variétés se 
comportant de facon tres différente vis-a-vis des phagocytes. 
Quelles sont les propriétés de ces variétés? Comme nous l’avons 
dit plus haut, nous avons pu entamer & peine cette partie de 
notre travail. 

Les quelques expériences faites pour comparer la virulence 
des deux variétés semblent indiquer que la variété é est aviru- 
lente, tandis que la variété s conserve la virulence de la souche 
(origine. 

Si par de nouvelles recherches ces résultats étaient confirmés 
et étendus & d’autres espéces microbiennes, nous nous trouve- 
rions en présence d’un procédé d’atténuation des virus qui 
serait la contre-partie de la méthode courante d’exaltation de 
la virulence par passages sur l’animal. Dans cette derniére en 
effet ce sont. les germes virulents qui sont sélectionnés, ceux 
qui ont triomphé des phagocytes. Cest le contraire qui se pro- 
duit avee la technique que nous venons de décrire (2). 


(1) Ces photographies ont été faites par M. Jeantet. 


2 ) Etant donné le réle des organes phagoeytaires dans la production des 


anticorps il serait intéressant d’ étudier la vaccination par ces ges phago- 
cytables, 
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RECHERCHES EXPERIMENTALES SUR LA GRIPPE 


par Crartes NICOLLE et Cnartes LEBAILLY. 


On lira dans ce mémoire, avec un peu plus de détails, les 
expériences déja rapportées dans notre note A l’Académie des 
Sciences du 21 octobre 1948, et qui prouvent la nature filtrante 
du virus grippal et la sensibilité du singe. L’exposé de ces 
expériences est accompagné ici de celui de quelques autres, 
dont Pune semble bien démontrer le peu de résistance du virus 


4 la dessiccaticn. 


Il serait téméraire de tirer des conclusions fermes des autres 
résultats, en raison de leur caractére négatif. Une donnée, qui 
nest pas de nous, devra désormais dominer l'étude expéri- 
mentale de la grippe : eelle de Vimmunité conférée & l'homme 
par une premiére atteinte. Il est & peu prés impossible de 
déterminer avec certitude qu’un sujet d’expérience a présenté 
ou non une atteinte antérieure de grippe. Si le souvenir des 
grandes épidémies de cette maladie permet parfois un diagnostic 
rétrospectif, il n’est pas démontré que des cas Jégilimes ne s’en 
puissent rencontrer en dehors de ces épidémies, et, méme au 
cours de celles-ci, des formes particulitrement légéres peuvent 
passer inapercues et laisser cependant & leur suite un état 
réfractaire. 

Il n’est done que légitime, dans des expériences telles que 
les notres, de suspecter les résultats négatifs, surtout lorsque 
ceux-ci sont observés chez des personnes d’un certain age, en 
particulier sur celles qui étaient nées avant la grande épidémie 
de 1889. 

Le nombre de nos expériences a été nécessairement limité. 
La rareté des singes nous obligeait, 4 défaut d’autres animaux 
sensibles, & nous adresser & l’homme. On comprend avec quelle 
prudence de telles expériences doivent étre conduites. 

Nous avons eu soin de nous assurer que ceux de nos sujets 
yolontaires d’expérience, qui ont contracté la maladie, n’avaient 
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pu se contaminer au contact de personnes naturellement 
atteintes; nous en apporterons la preuve. 

Toutes nos expériences ont été pratiquées avec le virus de 
malades atteints de grippe non compliquée et ce virus recueilli 
a une date aussi rapprochée que possible du début de l'infection. 

Nous remercions nos confréres les D™* Broc, Cassuto, Jamin, 
Lemanski, Lesca et M™ Lesca, auxquels nous sommes rede- 
vables du matériel utilisé dans ces recherches. 


EXPOSE EXPERIMENTAL 


Expérience I. — La nommée M. M..., quarante et un ans, est atteinte de 
grippe en méme temps qu’une de ses filles, et apres deux autres de ses 
enfants. Le premier cas de cette épidémie familiale est du 24 aout, il prend 
fin le 26; le second malade, atteint le 26, guérit le 29. C’est le lendemain 30 
qu’éclatent les deux derniers cas, dont celui qui nous fournira le virus. 

Le 30 aowé (2° jour), M.M... présente les symptomes classiques de la grippe, 
en particulier le catarrhe oculo-nasal, une céphalalgie violente et de la fiévre 
(39° le matin). Nous prélevons par ponction veineuse du sang, qui est utilisé 
pour des hémocultures, demeurées négalives, et [inoculation immédiate de 
deux cobayes par voie péritonéale (2 et 3 cent. cubes). Une partie du sang 
est en outre défibrinée et sert, une heure plus tard, a4 linoculation intracéré- 
brale de quatre autres cobayes (I a II gouttes) et intrapéritonéale de deux 
souris (1/2 et 3/4 de cent. cube). 

Les six cobayes sont demeurés indemnes; leur température, prise durant 
trente jours, n’'a rien présenté d’anormal. Des deux souris, lune est morte 
le 31 septembre dans l’hypothermie. Le sang de la seconde, sacrifiée le 
méme jour, a été inoculé 4 deux autres souris, qui nont réagi ni au ther- 
mométre, ni d’autre maniére. 

Le ier septembre, état de M. M... est sensiblement le méme. Cependant sa 
température a baissé; le thermométre ne marque plus que 37°5 le matin. On 
note par contre de la toux et une expectoration abondante et claire, dans 
laquelle le microscope montre des formes .bactériennes diverses. 

Une partie de cette expectoration est inoculée sous les conjonctives des 
paupiéres inférieures et par instillation nasale 4 un singe bonnet chinois 
(Macacus sinicus). La plus grande partie des crachats est additionnée de dix 
fois son volume d’eau physiologique, agitée pendant cing minutes dans un 
flacon a billes dans le but de lhomogénéiser, puis centrifugée A faible 
vitesse pendant une minute et demie. La partie supérieure du liquide est 
ensuite décantée, filtrée sur papier, puis sur bougie Chamberland L 12 a une 
pression de 30 A 40 centimetres de mercure. 

On inocule avec le filtrat deux personnes de bonne volonté : A, agé de 
vingt-deux ans, en recoit 4 cent. cubes sous la peau; B, Agé de trente ans, 
6 cent. cubes dans les veines. 

Les résultats de ces inoculations ont été les suivants : 

le Singe (Macacus sinicus) (virus entier). — L’animal tombe malade le 6¢ jour, 
il ne mange pas, parait fatigué, la température s’éléve au-dessus de 40° et 
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sy maintient trois jours (courbe 1); on note alors de la diarrhée; les jours 
suivants, amaigrissement et dépression. ; 
Avec le sang de ce singe, prélevé par ponction cardiaque le premier jour 
de la fiévre, on inocule sous la peau (3 cent. cubes) le sujet C agé de vingt- 
deux ans, sansrésultat, et, par voie périlonéale, une souris qui n’a témoigné 
d aucun symptome ultérieur. Cette expérience, précédée d’un examen micro- 
scopique négatif, avait pour but de rechercher si le pneumocoque m était pas 
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en cause dans lVinfection expérimentale du singe et s'il n’était point passé 
dans le sang de cet animal. 

20 Sujet A (virus filtré sous-cutané). — Cette personne tombe malade le 
méme jour que le singe; elle présente les symptoOmes classiques de la 
grippe : début brusque, mal de téte, courbature générale, catarrhe oculo- 
nasal. Les températures, prises seulement le matin, ont élé le premier jour 
de 39°, le second de 38°, le troisi¢me de 3795. Deux jours plus tard, le malade 
est entitrement rétabli. 

Le sujet A habitait une chambre particuliére, quil partageait avec une 
autre personne, non atteinte de grippe antérieurement ou pendant sa 
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maladie; il n’avait fréquenté aucun grippé. En outre, nous devons faire- 
remarquer qu'il est tombé malade le méme jour que le singe et que sa fiévre- 
aeula méme durée que celle de l’animal (trois jours). 

Inoculation négative du sang du sujet A a une souris: par voie péritonéale. 

3° Sujet B (virus filtré dans les veines). — Suivi pendant. seize jours, il n’a 
présenté aucun symptoéme. 

Dans cette expérience, l'imperméabilité aux bactéries de la bougie filtrante- 
a été controlée par les résultats négatifs des cultures du filtrat. 

Expmrrence Il. — Le 3 septembre, le nommeé L. M..., vingt-six ans, est atteint 
depuis la veille de grippe caractéristique : céphalalgie, catarrhe oculo-nasal, 
bronchite, symptomes généraux, température matinale 39°. 

On préléve le sang de ce malade par ponction veineuse; on le défibrine 
aussitot et l'on inocule sans retard dans les veines le sujet D, Agé de qua- 
rante-six ans, avec 3 cent. cubes de ce sang défibriné. Cette personne, dont 
il convient de noter l’age, plus élevé que celui des sujets des expériences I 
et III, observée pendant quinze jours, n’a présenté aucun symptome, sauf un 
peu de diarrhée et une température de 37°3 le 12° jour de linoculation. 

Deux souris, ayant recu le méme jour que ce sujet D et dans la cavité 
péritonéale 1/2 cent. cube du méme produit, n’ont présenté ni élévation ther- 
mique ni autre symptome. 


Expérience IIT. — Le virus: a été fourni, comme dans l’expérience I, par un 
malade d’une épidémie familiale, atteint aprés son pére et deux fréres. 

Le début chez ce sujet, Agé de quinze ans, a été d'une brusquerie fou- 
droyante; la température, prise quelques heures plus tard, est de 39°2 et les- 
symptomes classiques de la grippe se dessinent avec une grande rapidité. 
Au 2¢ jour, on note 38°5 le matin, 3993 le soir; dés le matin du 3° la fievre 
diminue (3792), pour tomber le soir au-dessous de la normale (36°7). 

Le produit utilisé a été expectoration abondante et claire, recueillie pen- 

‘dant la nuit du 2° au 3e jour. 

Nous répétons avec ce virus Vexpérience L: inoculation du virus entier- 
sous les conjonctives des. paupieres inférieures et par instillation nasale a: 
un singe (Macacus cynomolgus), inoculation du filtral sous la peau du sujet E,. 
‘agé de vingt et un ans. La filtration a demandé un peu plus de temps (trois: 
quarts d’heure au lieu de vingt minutes). 

D’autre part, deux cobayes et un jeune chat recoivent, de méme que le 
singe, le virns entier par inoculation sous-conjonctivale et instillation intra- 
nasale. Chez ces trois animaux, l’expérience n’a été suivie d’aucun effet. 

1° Singe (Macacus cynomolqus) (virus entier). — I s’agit d’un animal trés 
jeune. Le 5° jour de linoculation au soir, sa température, qui oscillait nor- 
malement entre 38° et 3895, monte A 39°5; elle baisse le lendemain matin,. 
pour remonter dans la soirée au méme degré que la veille et: s’élever davah- 
tage le 3° jour; on n’a noté chez lui, de méme que chez le singe de lexpé- 
rience I, aucun catarrhe oculo-nasal ou bronchique net (courbe 2). 

2° Sujed E (virus filtré sous-cutané). — La dose inoculée a été de 10 cent. 
cubes. Cette personne tombe malade le 6¢ jour, en méme temps (& une demi- 
journée prés) que le singe. Nous ne la revoyons que le 3° jour de sa maladie; 
les symptomes sont ceux dune grippe légére, céphalée, courbature, tres. 
léger catarrhe; la température matinale, prise ce jour méme, est. de 37°53; le 
Jendemain, & la méme heure, de 37°93. Le malade, qui est.un indigéne, s’est 
fail poser des ventouses scarifiées derritre la nuque dés l'apparition des 
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symplomes, Malgré la bénignité du cas, la convalescence a demandé huit 
jours. 

Le sujet FE habitait une chambre, qui lui était commune avec trois aulres 
personnes. Aucune de celles-ci n’avait été atteinte antérieurement de grippe 
et aucune non plus ne !’'a été pendant la durée de Vexpérience. 

Nous insistons, & propos de observation de cette personne, sur. le fait 
que le début a été presque exactement contemporain chez lui et. chez le singe 
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inoculé du virus entier ef que le délai de cing jours d’incubation s’est 
montré, cette fois aussi, le méme que chez homme et Ie simge de lexpé- 
rience I. , 

Limperméabilité aux bactéries de la bougie filtrante a été contrdlée dans 
cette expérience, comme dans la précédente, par les résultats négatifs des 
cullures du filtrat. 


Expértence TV. — M@e R... fournit le 16 septembre, au 2° jour de sa grippe, 
des crachats sensiblement semblables 4 ceux des expériences I et IIT. 
On répete avec eux, en suivant la méme technique, la filtration puis 
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40 cent cubes au filtrat sont inoculés dans les veines du sujet F, agé de 
quarante-huit ans. Cette personne n’a présenté ultérieurement aucun 
symptome. 

Controle dela bougie par cultures négatives du filtrat. 


Exetrience V. —- Me R..., vingt ans, fournit le 28 septembre, au 3° jour de 
sa grippe, une expectoration abondante et claire, qui est inoculée sans 
filtration sous les quatre conjonctives et instillée dans la cavité nasale de 
quatre cobayes. 

Ceux-ci, suivis pendant trente jours, n’ont présenté ni symptéme, ni éléva- 
tion thermique. 


Expérience VI. — L’expectoration bronchique, muqueuse et claire, de 
Mme L..., atteinte de grippe aigué dans un foyer épidémique, est émul- 
sionnée, centrifugée et filtrée dans les conditions de lexpérience I. Le 
filtrat, conservé un jour a la glaciére, est inoculé ensuite ala dose de.5 cent. 
cubes dans les veines du sujet G, Agé de cinquante-six ans; résultat négatif. 


Expérmence VII. — M. C... est atteint de grippe aprés ses enfants; il fournit 
des crachats teintés de sang, présentant, entre autres formes bacillaires, un 
microbe ayant tous les caractéres du bacille de Pfeiffer. 

Cette expectoration est soumise a la dessiccation dans le vide sulfurique 
et réduite en poudre. Quarante-huit heures plus tard, cette poudre, redis- 
soute dans l’eau physiologique, est instillée au moyen d’un tube a vaccin et 
a la dose de VIII 4 X gouttes dans la cavité nasale (narine gauche) des deux 
sujets H et I, Agés de vingt-deux et vingt-neuf ans. 

Aucune de ces deux personnes n’a contracté la grippe. 

A noter que cette émulsion de poudre de crachats n’a pas permis non 
plus la culture du bacille de Pfeiffer sur agar au sang de pigeon. 


ROLE DES BACTERIES ASSOCIEES 


Nous nous sommes peu préoccupés au cours de ces recher- 
ches de déterminer la nature, la fréquence ou l’abondance des 
formes bactériennes rencontrées dans les expectorations grip- 
pales utilisées par nous. Notre premiére expérience avait suffi, 
en effet, & nous convaincre de la nature filtrante du virus. 

Sans pouvoir apporler de chiffres, nous avons noté cepen- 
dant dans ces expectorations et dans d’autres plus nombreuses 
de méme origine, que nous n’avons pas utilisées, la présence 
constante de formes bactériennes abondantes et variées : pneu- 
mocoques, streptocoques, cocci divers, bacilles de Pfeiffer et 
spirochétes. Ces microbes étaient plus nombreux dans les 
crachats provenant de malades atteints de grippe compliquée 
et que nous avons volontairement écartés. De ces crachats, les 
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uns présentaient plus ou moins manifestement du sang, les 
autres étaient opaques et purulents. Nous n’avons expéri- 
menté que sur des expectorations albumineuses et claires. 

Parmi les formes bactériennes rencontrées, nous ne nous 
arréterons que sur deux, et seulement un instant : les spirochetes 
ont été trés abondants, au point de passer en fréquence les 
autres espéces, dans des crachats provenant d’un foyer épidé- 
mique, ot les complications pulmonaires ont sévi avec une 
gravité toute spéciale. Le bacille de Pfeiffer n'a été rencontré 
que rarement. Nous avons cependant isolé sur agar au sang 
de pigeon, et ses cultures nous ont servi a réaliser une expé- 
rience que nous jugions indispensable & nos conclusions. 

Le bacille de Pfeiffer présente des dimensions trés minimes: 
on pouvait objecter que les bougies Chamberland utilisées par 
nous se laissaient traverser au moins parfois par lui, et que 
c’était ce microbe, passé dans le filtrat, et non un agent invi- 
sible, qui avait déterminé Vinfection de nos sujets d’expérience. 

Nous avons tenu 4 répondre a l’objection et cherché si nos 
bougies pouvaient laisser passer le bacille de Pfeiffer, méme 
en cultures. Le résultat a été négatif dans les deux essais que 
nous ayons réalisés; malgré l’abondance des cultures, les 
milieux ensemencés, en particulier le milieu électif au sang de 
pigeon, n’ont pas donné de colonies pfeifferiennes. 


CONCLUSIONS 


Ce seront sensiblement celles de notre note préliminaire : 

lo L’expectoration bronchique des grippés, recueillie dans la 
période aigué, est virulente. 

2° Le singe (Macacus sinicus et cynomolgus) est sensible a 
Vinoculation de ce virus par voie sous-conjonctivale et nasale. 
Par contre, Je cobaye, le chat s’y sont montrés réfractaires. 

3° Liagent de la grippe est un organisme filtrant. L’inocula- 
tion des expectorations filtrées a, en effet, reproduit la maladie 
chez les deux personnes, que nous avons inoculées par voie 
sous-culanée. 

Nous n’avons obtenu au contraire que des échecs (3 cas sur 3) 
par la voie intraveineuse. 
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4° Il est possible que le virus de la grippe ne se rencontre 
pas dans le sang. Celui de notre premier singe, inoculé par 
voie sous-cutanée, n'a pas infecté le sujet soumis a cette expé- 
rience. Le résultat négatif de linoculation du sang d’un grippé 
en pleine infection au sujet D est moins probant, l’inoculation 
ayant été pratiquée par la voie veineuse, qui ne nous a donné, 
comme nous venons de le répéter, que des échecs avec |’expec- 
toration filtrée. 

Notons accessoirement ici le résultat négatif de Pinoculation 
du sang des malades ou singes infectés au cobaye par voie péri- 
ionéale ou intracérébrale et a la souris par voie péritonéale. 

5° Le virus grippal semble ne pas garder longtemps sa viru- 
lence en dehors de lorganisme des gens atteints. La dessiccation 
Va fait disparaitre en quarante-huit heures dans nos expé- 
riences. 

6° Il parait logique, d’aprés ces données, de se représenter la 
erippe comme une maladie 4 microbe spécifique mvisible, émi- 
rmemment contagieux et actif, désorganisant rapidement par ses 
poisons la défense de l’organisme, en disparaissant vite, peut- 
étre méme sans envahir le sang, et laissant le malade dans un 
état de si faible résistance vis-a-vis des microbes d’infection 
secondaire, que.ceux-ci prennent souvent et aussitét le premier 
pas, et que leurs effets dominent et altérent dans les formes 
graves le tableau clinique. 

La fragilité du virus spécifique fait ressortir le rdle capital, 
sans doute exclusif, que joue le malade dans la propagation des 
épidémies. 

C’est donc vis-a-vis de celui-ci et par des mesures rigou- 
reuses d’isolement que doit étre dirigée la prophylaxie. On 
y joindra les précautions utiles & la protection du personnel 
sanitaire. 


CONTRIBUTION A L'ETUDE 
DES PARASITES MICROBIENS DES INSECTES 
ETUDE DE BACILLUS HOPLOSTERNUS (Paillot) 


par A. PAILLOT 


(Travail de la Station entomologique du Sud-Est, 4 Saint-Genis-Laval (Rhone). 


Les Coccobacilles ne constituent pas le seul groupe impor- 
tant de parasites microbiens entomophytes; beaucoup d’autres 
microbes, appartenant aux groupes les plus divers, sont suscep- 
tibles de provoquer des septicémies mortelles; on les rencontre 
généralement en association avee les Goccobacilles. L’un des 
plus intéressants, tant par sa morphologie et sa biologie que 
par son action sur les Insectes, est celui que j’ai décrit en 
1916 (1) sous le nom de Bacillus hoplosternus. J'ai fait Vétude 
aussi compléte que possible de cette intéressante espéce; les 
résultats de mes recherches feront lobjet du présent mémoire. 

Bacillus hoplosternus a été rencontré une fois seulement 
en 1916, prés de Lyon, dams le sang d’un Hanneton malade, 
en association avec B. melolonthe non liquefaciens B. C’est 
pourtant une espéce trés pathogéne pour le Hanneton : en effet, 
si lon inocule ‘sous la peau de cet insecte une émulsion de 
Bacilles, la mort survient toujours en moins de vingt-quatre 
heures. Per os, Vinfection est, par contre, impossible a réaliser. 


1. — MORPHOLOGIE DU BACILLE 


La forme du Bacille rappelle celle de B. anthracis ou mieux 
celle de B. subtilis. La longueur des éléments mesure 4 a 6 p, la 
largeur, environ 1 ». Dans certaines conditions de milieu, 


(1) C.R. Acad. des Sciences, t. CLXIL, p. 772, séance du 1) décembre 1916. 
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comme dans le sang de certains Insectes, la longueur des élé- 
ments peut étre beaucoup plus grande : ceux-ci prennent alors 
l’aspect filamenteux. Dans le sang des Insectes, comme dans les 
milieux de culture artificiels, les éléments provenant de la 
multiplication des Bacilles restent unis plus ou moins long- 
temps les uns aux autres et forment des chainetles 4 deux, trois 
ou quatre articles. Un espace clair non colorable sépare les 
articles successifs. Les éléments bacillaires ne sont pas coupés 
carrément aux extrémités comme ceux de B. anthracis, mais 
légtrement arrondis. Ils sont mobiles et se déplacent assez 
lentement en oscillant légerement autour de l’axe transversal ; 
les chainettes se déplacent de méme en serpentant. Par la 
méthode de coloration de van Ermengen, on met en évidence, 
sur toute la périphérie, de longs flagella. 

Colorés par la méthode de Gram, les Bacilles gardent géné- 
ralement le violet de gentiane, quelques-uns cependant se déco- 
lorent sous l’action de l'alcool, surtout de l’alcool-acétone ; 
quelquefois méme la décoloration est incomplete et les bacilles 
ont une fausse apparence de bacilles granuleux. Ils retiennent 
trés énergiquement le bleu de méthyléne surtout lorsque ce 
colorant agit sur les microbes vivants. L’action du Giemsa est 
intéressante & éludier : sur un frottis de culture sur gélose de 
sept heures, coloré une demi-heure avec une vieille solution 
de Giemsa dilué, j’ai obtenu d’emblée, une fois, une remarquable 
différenciation dont la figure 1 donne une idée imparfaite. 

On remarque d’abord des éléments allongés, tels que a, dans 
lesquels apparait un véritable noyau plus ou moins allongé 
dans le sens de la longueur; il est coloré en violet pourpre 
comme le noyau des cellules ordinaires et se détache nette- 
ment sur le fond bleu pale du bacille. D’autres éléments, beau- 
coup plus nombreux, se présentent sous un aspect et avec des 
caractéres tout différents : ainsi, dans les éléments 6, les noyaux 
paraissent en voie de division trés active; ils donnent une 
série de noyaux secondaires qui constitueront les noyaux des 
articles de nouvelle formation. Le mécanisme ordinaire de cette 
division est représenté dans les articles de droite de |’élément 6 
(allongement en haltéres et séparation des deux masses). 
Avant que les articles aient atteint toute leur longueur, de 
minces cloisons apparaissent dans l’épaisseur du bacille; on les 
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dislingue neltement aprés coloration au Giemsa, ou coloration 
vitale au bleu de méthyléne. Les cloisons de séparation des 
articles semblent avoir pour origine deux points chromatiques, 
placés en face l’un de l'autre (fig. 1, e) sur les parois latérales 
du bacille. On trouve quelquefois, mais rarement, des éléments 
tels que d ott la matiére chromatique apparait plus ou moins 
filamenteuse et dont les futurs articles sont bien marqués. 

ll doit exister d’étroits rapports entre les éléments a et les 
éléments 6 et c; il ne serait pas impossible que les premiers 


° 6 40 to 5o 


Fie. 1. — Bacilles provenant d’une culture de sept heures sur gélose. 
Coloration : Giemsa dilué. 


représentassent des stadesde développement des derniers, que, 
par exemple, les éléments a fussent des articles d’éléments 6 
ou ¢ en état de repos; la condensation de la chromatine est un 
argument en faveur de cette hypothése; un autre argument est 
tiré du fait de l’absence de formes a dans les cultures trés 
jeunes (premiers bacilles issus des spores). L’état de repos des 
éléments a n’est pas aussi absolu qu’on pourrait le croire : on 
observe, en effet, que certains de ces éléments peuvent se 
diviser par cloisonnement médian, au sein de la masse nucléée. 
Il se forme ainsi deux cellules bactériennes filles dont les noyaux 
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occupent les deux extrémilés qui se font face (voir fig. 1, g). On 
peut remarquer que le bacille est aminci légerement ie coté 
du noyau. 

Il est difficile d’obtenir d’emblée des préparations aussi diffé— 
renciées que celle quia fait l’objet des remarques précédentes ; 
d’ordinaire, en colorant avec la solution de Giemsa diluée, 
apres fixation & l’alcool méthylique, les microbes restent forte- 
ment surcolorés, mais par décoloration progressive & l’alcool, on 
met assez facilement en évidence les noyaux en repos ou en état 
de division active, dans les bacilles teintés en bleu pale (voir 
fig, 3). ' 

Avec Vhématoxyline au fer, aprés fixation par le Bouin, on 
nobtient pas de préparations aussi différenciées qu’avec le 
Giemsa; il semblerait donc que la chromatine des cellules bac- 
tériennes soit de nature trés spéciale, qu'elle se différencie 
moins du protoplasme que celle des cellules ordinaires. De 
toutes facons, la tension superficielle de cette substance 
nucléaire doit étre trés voisine de celle du protoplasme envi- 
ronnant et son affinité pour les colorants basiques peu diffé- 
rente de celle du protoplasme. 


Bacillus hoplosternus, forme des spores médianes (1 par élé- 
ment) dans les mémes conditions que B. anthracis. A 37°, sur 
gélose ordinaire, la sporulation commence au bout de dix-huit 
a vingt heures; & la température ordinaire (16°-18°), elle est trés 
retardée et ne commence guére que le troisi¢éme ou quatriéme 
jour. Avant la sporulation, on peut observer & I’état frais, dans. 
le bacille, une ou plusieurs masses fortement réfringentes qu’on 
pourrail prendre, & premiére vue, pour des noyaux, mais qui 
ne se colorent pas par les méthodes ordinaires; dans les frottis 
colorés, ces masses sont représentées par des taches incolores. 
La spore se forme par agrégation des granules réfringentes ; sa 
forme est ovale; ses dimensions, variables : en moyenne, 
1,542» sur 1p. Elle ne se colore pas par les colorants ordi- 
naires; par la méthode de la double coloration (action du Ziehl a 
chaud, décoloration par l’alcool nitrique, coloration du fond par 
le bleu de méthyléne) on obtient de belles préparations (fig. 2). 

Lorsque la spore est mire, qu’elle apparait brillante & l’état 
frais, elle ne sort pas du bacille qui l’a formée, par gélification 
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de la membrane; en effet, celle-ci reste toujours plus ou moins 
visible méme dans les trés vieilles cultures, c’est ainsi que, 
dans une de ces cultures surgélose datant du 13 juin 1916, on 
peut observer les traces de la membrane bacillaire autour de 
chaque spore; cette membrane apparait particuli¢rement bien 
quand on examine les spores 4 l'état frais et en employant un 
éclairage approprié. 

La spore conserve trés longtemps son pouvoir germinatif : 
ainsi la culture du 13 juin 19146, conservée sans aucune pré- 
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Fic. 2. — Bacilles sporulés et spores isolées. Double coloration : 
Ziehl a chaud et bleu de méthyléne. 


caution jusqu’en avril 1918, est restée parfaitement vivante (1). 
Ensemencées sur gélose, le 15 avril 4 9 heures, les spores se 
gonflaient déja légérement dans la premiére demi-heure et la 
paroi devenait perméable aux colorants; une heure apres 
lensemencement, beaucoup de spores s’étaient déja sensible- 
ment allongées, sans atteindre cependant les extrémités des 
hacilles qui les avaient engendrées; deux heures aprés, quelques 


(1) En mai 1919 les spores de cette méme culture possédent toujours le 
méme pouvoir germinatif. 
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spores les affleuraient; enfin, au bout de trois heures, on pou- 
vait observer le premier cloisonnement des jeunes bacilles. 
Quatre heures aprés l’ensemencement, on trouvait des chai- 
nettes a trois articles, déja séparés les uns des autres par le 
pelit espace clair noté plus haut; mais on trouvait aussi des 
spores & peine germées et d'autres, non développées. En colo- 
rant au Giemsa, puis décolorant progressivement par l’alcool 
absolu, un frottis de culture de trois.ou quatre heures, on met 
en évidence, dans les spores en voie de germination, un noyau 
central; les divisions successives s’observent nettement dans 
les éléments plus allongés. La figure 3 représente les diffé- 
rents stades de développement d’une culture aprés un séjour 
de quatre heures 4 l’étuve & 37°. 

D’aprés ce qui vient d’étre dit, on voit que la germination 
de la spore n’est pas autre chose qu'un réveil de la faculté 
d’assimilation du microbe. La spore étant placée sur un nou- 
veau milieu nutritif et dans une atmosphére d’humidité, la paroi 
cevient semi-perméable et les échanges osmotiques se font a 
nouveau. L’accroissement se fait suivant le grand axe dans les 
deux directions opposées; ce mode de germination est tout 
différent de celui décrit & propos de B. swbtilzs; il se rapproche 
beaucoup, par contre, du mode de germination des spores de 
B. anthracis. 

On a décrit, pour cette derniére espéce, une race asporogéne 
qu’on peut assez facilement obtenir, soit en maintenant le 
bacille & Péltuve & 42°35, soit en le cultivant en bouillon de veau 
peplonisé, additionné d’acide phénique (procédé de Roux) ou de 
bichromate de potasse (procédé de Chamberland et Roux). 
Pasteur avait déj& remarqué que le bacille du charbon pouvait 
perdre la faculté de sporuler lorsquil restait longtemps en 
culture sur gélatine. J’ai constaté, pour B. hoplosternus, des 
faits analogues : ainsi les bacilles obtenus en 1948 avec les 
ppores de la culture sur gélose du 13 juin 1916 ne sporulent 
sas; ils prennent méme des formes assez curieuses : si on les 
cclore a état vivant avec une goutte d’une solution aqueuse de 
bleu de méthyléne, on obtient les formes représentées dans la 
figure 4 : on distingue, dans la partie médiane des éléments, 
des espéces de noyaux fortement colorés en bleu qui ne sont 
pas comparables aux granules réfringents dont il a été question 
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plus haut (ces granules ne sont pas colorables par le bleu de 
méthyléne); ils rappellent, par contre, beaucoup, ceux obtenus 
dans les jeunes bacilles aprés coloration au Giemsa; ils sont 
souvent par deux dans les articles. On peut remarquer aussi 
les deux points latéraux opposés, forlement colorables, qui 
paraissent étre le premier indice du cloisonnement du bacille. 
Les éléments asporogénes sont presque toujours plus gros et 
plus trapus que les bacilles normaux; quelques-uns ont une 
forme en massue (fig. 4, a). 

En ensemengant des spores provenant de cultures moins 


Oo 
% ® 3 @ é 
G @ e @ 
aD oe $ 
bie so et — (ere Geren ee het Fy, Lah 
a) 5 40 azo) ° 5 40 go 30 
Figure 3. Figure 4. 
Fic. 3. — Spores en voie de germination. Culture de quatre heures sur 


gélose 4 37°. Coloration :_Giemsa dilué. 
Fic. 4. — Bacille asporogéne. Formes involutives. Coloration vitale au bleu 
de méthyléne. 


vieilles que celle dont il vient d’étre question, on obtient a la 
fois des formes sporogénes et des formes asporogénes : je pos- 
séde ainsi une culture de repiquage ot une petite partie seule- 
ment des bacilles forme des spores, alors que la grande majorité 
donne les formes involutives décrites plus haut. 

Les bacilles asporogénes ont une vilalité beaucoup moins 
grande que les spores : ils sont beaucoup plus lents 4 former 
des colonies sur milieux neufs : ce n’est que le quatriéme ou 
le cinquiéme jour que la culture commence d’étre visible, méme 
si on la maintient & la température de 37°, tres favorable au 
développement du microbe. De méme, si on les inocule a des 
chenilles sensibles & l’action du bacille normal, Vinfection est 
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longue & se produire. Les jeunes éléments ne paraissent pas se 
multiplier aussi activement que ceux provenant de spores en 

pleine vitalité. En somme, les bacilles asporogénes semblent 
bien constituer une race spéciale, caractérisée, avant tout, par 
un véritable état de misére physiologique. 


Il. — CARACTERES DES CULTURES 


En bouillon ordinaire, \a culture est abondante et rapide; dés 
la septiéme heure, & 37°, on observe un léger trouble; il ne 
donne pas de voile, ce qui le différencie de B. subtzhs. Des le 
troisiéme jour, on observe un léger dépot, mais le milieu ne 
s’éclaircil pas, méme apres plusieurs semaines. | 

Sur gélose ordinaire, B. hoplosternus pousse tres rapidement 
et trés abondamment; en partant de spores jeunes, ensemen- 
cées en stries, on peut observer de petites trainées blanchatres 
dés la sixiéme heure 4 37°. Les colonies obtenues par isolement 
sur plaque sont larges, tres étalées, & bords plus ou moins 
sinueux, & surface un peu chagrinée et quelquefois plissée. Cet 
aspect se présente particuliérement lorsqu’on ensemence le 
Bacille sur gélose. T. Les colonies sont d’apparence plutét riche 
et se détachent facilement de la surface de la gélose. Lors- 
qu’elles sont riches en spores, elles sont de couleur blan- 
chatre; dans le cas contraire elles ont un aspect plus terne. 

B. hoplosternus ne donne pas de gaz en gélose au rouge 
neutre, mais fail virer au canari, 4 partir du quatriéme jour, la 
couche superficielle du culot; le virage ne s’étend pas au dela 
de la moitié supérieure. 

La gélatine est liquéfiée lentement; 4 la surface, on observe, 
au bout de quelques jours, ume couche blanche, épaisse et 
membraneuse, mais assez fragile pourtant. 

Le Bacille ne peptonise pas le sérum de cheval coagulé, il 
forme a Ja surface une couche assez épaisse, un peu plissée et 
d’apparence séche. 

Le /ait est coagulé en deux & trois jours; la caséine est en 
partie digérée et le milieu prend une teinte jaunatre qui brunit 
peu & peu. 


Sur pomme de terre, le Bacille pousse abondamment et forme 
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a la surface une couche crémeuse épaisse, d’abord blanchatre, 
puis bientdt gris brun plus ou moins foncé. 

L’action sur les sweres n’est pas assez marquée ni assez cons- 
tante pour faire l’objet d’une mention spéciale; d’ailleurs le 
Bacille se développe assez mal dans les milieux peptonés; 
sucrés sur Drygalsky, le développement est & peu prés nul. 


Ill. — ACTION PATHOGENE DE BACILLUS HOPLOSTERNUS 
SUR QUELQUES INSECTES COMMUNS 


Mes expériences ont porté sur chenilles de Lymantria dispar, 
Vanessa urtice, Euproctis chrysorrhea, Malacosoma neustria, 
Chelonia caja et sur Hanneton commun et Rhyzotrogus sols- 
ticialis (hanneton de la Saint-Jean). 


Lymantria pispaAr. — Les chenilles inoculées avec une émul- 
sion de bacilles de culture réagissent trés différemment : les cas 
dimmunité naturelle sont méme assez fréquents. Aussi l'étude 
des rapports entre Insecte et parasite microbien est-elle parti- 
culiérement instructive dans le cas de L. dispar. J'ai com- 
mencé cette étude en 1916; en 1917 les expériences ont été 
reprises sur une plus grande échelle; les résultats obtenus per- 
mettent de se faire une idée assez exacte du mécanisme de 
Vimmunité chez les chenilles de L. dispar. 

Maleré des passages répétés, la virulence du Bacille n’aug- 
mente pas sensiblement : dans chaque série de chenilles ino- 
culées, un certain nombre se montrent toujours réfractaires a 
l'infection. Entre ces chenilles et celles qui sont sensibles a l’in- 
fection, il doit existerde profondes différences; or c’est princi- 
palement dans le sang que se multiplient les microbes ou 
qu'ils végétent et disparaissent; l'étude du sang apparait donc 
comme essentielle dans la recherche du mécanisme de l’im- 
munité. 

L’étude cytologique du sang normal a été faite d’aprés la 
méthode employée pour le sang de homme (1) : les frottis 

(1) Depuis cette étude sommaire, j’ai commencé un travail beaucoup plus 


complet sur la cytologie du sang des Insectes, des chenilles en particulier; 
ce travail fera objet d’une prochaine publication. 
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séchés rapidement et fixés cing minutes a alcool méthylique 
sont colorés trois quarts d’heure au Giemsa dilué (1 goutte par 
centimetre cube d’eau distillée). Les éléments apparaissent 
ainsi trés nettement différenciés; ils présentent une assez 
erande variété de formes; la figure 5 représente les principaux 
types observés. 


Type a. — Eléments 4 gros noyau et mince couche protoplasmique res- 
semblant aux lymphocytes du sang de I’homme. Souvent, la membrane 
nucléaire semble se confondre avec celle de la cellule. On peut distinguer, 
suivant la grosseur, trois types secondaires; mais entre ces trois types, on 
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Fic. 5. — Eléments du sang de chenilles de Lymantria dispar. 
Coloration : Giemsa dilué. 


trouve des intermédiaires : a, jusqu’A 5y de diamétre; a,, 7a 8u de dia- 
meétre; a., 10u et plus de diamétre. 

Type b. — Noyau relativement petit; couche protoplasmique plus ou moins 
épaisse mais peu dense et vacuolaire, colorable en bleu pale par le Giemsa. 
Quelquefois, les éléments se présentent sans contour net et le protoplasme, 
a peine visible, semble diffuser dans le milieu. Dans le sang de certaines 
chenilles on les rencontre en assez grande abondance, ils semblent jouer 
un role assez important dans le mécanisme de l’immunité. On peut observer 
des éléments 6 4 noyau (fig. 5). 

Type c. — Grands éléments de 12 A154 de diamétre A protoplasme dense 
et fortement colorable, peu ou pas vacuolaire, A contours nets et réguliers. 

Type d. — Grands éléments 4 petit noyau formé de gros grains de chro- 
matine relativement peu nombreux. Epaisse couche protoplasmique a struc- 
‘ure granuleuse, pas de vacuoles; nulle trace de structure alvéolaire. Ce 
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éléments ne constituent qu'une faible proportion des éléments du sang; ils 
peuvent méme ne pas entrer dans la constitution du sang de certaines 
chenilles : ce sont les OEnocytes. 


La composition cytologique du sang varie avec chaque che- 
nille examinée; existe-t-il un rapport entre cette composition 
et la marche de l’infection? Voici le résultat de l’analyse du 
sang de quelques chenilles inoculées avec une émulsion de 
bacilles de culture. 


I. — Inoculation le 11 juin & 20 heures; examen du sang le 12 A 8 heures. 
Eléments a, 3 p. 100; — a, 8 p. 100; — 5, 45 p. 100; — c, 44 p. 100; —d, 0. 

Assez nombreux bacilles libres; peu dans l'intérieur des cellules. Chenille 
encore vivante. 

II. — Inoculation le 28 jun a 8 heures; examen du sang le méme jour a 
49 heures. 

Eléments a, 8 p. 100; — a, 6 p. 100; — 6, 63 p. 100; — ec, 15,5 p. 100; — 
d, 1,5 p. 100. 

Beaucoup d’éléments 4 apparaissent sous la forme décrite plus haut, c’est- 
a-dire avec protoplasme diffusant dans le milieu. Trés rares bacilles libres 
ou en voie de phagocytose; le sang de cette chenille constitue trés certaine- 
ment un mauyais milieu de culture pour le bacille. 

III. — Inoculation le 27 juin & 19 heures, examen du sang le 28 4 44 heures. 

Eléments a, 3 p. 100; — 6, 64 p. 100; — ec, 22 p. 100; — d, 11 p. 100. 

~ Bacilles libres assez nombreux, peu dans l’intérieur des cellules. Eléments 
6 & contours nets. 

IV. — Inoculation le 27.juin 4 19 heures, examen du sang le 28 a 14 heures. 

Eléments a, 17 p. 100; — a,, 9 p. 100; —a,, 8 p. 100; — 5, 51 p. 100; — 
c, 13 p. 100; —d, 1p. 100. 

Eléments 6, en général, A contours nets, quelques-uns, sans protoplasme 
visible. Assez nombreux bacilles libres, peu dans l’intérieur des cellules. 

V. — Inoculation le 27 juin 4 19 heures, examen le 29 a 9 heures. 

Eléments a, moins de 1 p. 100; — b, 70 p. 100; — c, 28 p. 100; — d, 2p. 100. 

Eléments 4, le plus souvent sans contours nets, protoplasma a peine 
coloré. Trés peu de bacilles libres, quelques-uns phagocytés. 

VI. — Inoculation le 28 juin & 9 heures, examen le 29 419 heures. 

Eléments a,, 2 p. 100; — b, 68 p. 100; —c, 30 p. 100; —d, 0. 

Eléments 6 a bords irréguliers en général; quelques-uns avec protoplasme 
plus ou moins diffus. Trés peu de bacilles libres ou phagocytés. 


En comparant les différents résultats obtenus pour chacune 
des chenilles examinées, on voit que le pourcentage relatif des 
principaux types d’éléments varie dans d’assez grandes propor- 
tions : pour a, de 1 p. 100 a 17 p. 100; pour a,, de moins de 
1 p. 100 8 9 p. 100; pour a@,, de moins de 1 p. 100 a 8 p. 100; 
pour 4, de 45 p. 100 & 70 p. 100; pour c, de 13 p. 100-8 44 3 100; 
pour d, de moins de 1 p. 100 4 11 p. 100. 
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La composition cytologique du sang ne donne pas d’indica- 
tion précise sur le résultat de Vinoculation; les éléments 6, 

. . . . o° 
cependant, jouent un réle important dans la marche de l’infec- 
tion. Eux seuls sont susceptibles d’englober les bacilles ino- 
culés; mais tous ne jouissent pas au méme titre de cette pro- 
priété, Dans un certain nombre de cas, aucun des éléments 6 
ne renfermait de bacilles; dans d’autres, au contraire, il était 
rare d’en trouver sans microbe a l’intérieur. Voici, par exemple, 
le résultat de analyse du sang de 6 chenilles 47 heures aprés 
Vinoculation d’une goutte de sang infecté (troisiéme passage). 

I. — Trés rares bacilles libres, quelques-uns phagocytés. Environ 1/20 des 
cellules du sang (éléments 6 seulement) avec bacilles a Vintérieur; un élé- 
ment avec 4 bacilles a Vintérieur. 

II. — Quelques bacilles libres; aucun dans l’intérieur des cellules. 

Ill. — Trés rares bacilles libres; presque tous les éléments 6 avec bacilles 
a lintérieur; quelques-uns avec 8 ou 10 bacilles. Aucun bacille dans les 
autres éléments. Les éléments 6 les plus riches en bacilles sont ceux dont 
la tension superficielle du protoplasme est la plus faible, autrement dit, 
ceux dont le protoplasme a tendance a diffuser dans le milieu. 

IV. — Assez nombreux bacilles libres et phagocytés. Sang relativement 
pauyvre en cellules. 

V. — Nombreux bacilles libres généralement filamenteux. Cellules 6 bour- 
rées de bacilles en voie de désagrégation. r 


VI. — Pew de bacilles libres, environ 1/10 des cellules avec bacilles a 
Vintérieur. 


Dans les 6 chenilles expérimentées, le bacille inoculé avait 
la méme origine, les différences constatées dans la marche de 
Vinfection ne tiennent done pas 4 la nature du microbe, mais 
exclusivement & la composition du sang. Remarquons, tout 
W@abord, comme il a été dit plus haut, que les éléments 4 ne 
sont pas tous capables d’attirer et d’englober les bacilles du 
sang. Ceux qui jouissent de cette propriété doivent sécréter 
une substance chimiotactique pouvant exsuder de la cellule et 
susceptible d’attirer les bacilles & la maniére de certains acides, 
entre autres, l’acide malique (Expériences de Pfeiffer). 

Il n’y aurait 1a rien de comparable au processus inflamma- 
toire chez les Vertébrés. Dans toute inflammation, il existe, 
au point lésé, un véritable péle d’attraction pour les leucocytes 
qui se déplacent par diapédése & travers les tissus de l’orga- 
nisme. L’accumulation des leucocytes dans le voisinage de la 
lésion et la phagocylose des éléments étrangers accidentellement 
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introduits dans Vorganisme constituent l'un des principaux 
modes de défense contre la pénétration ou la multiplication de 
ces éléments. Cette théorie de l!'immunité, qui accorde aux pha- 
gocytes le réle principal, est celle de Metchnikoff et de son école. 
D’autres théories ont été émises, qui attribuent ce rdle & des 
substances plus ou moins hypothétiques du sang : les anticorps. 
Parmi ces anticorps, qu’on n’a jamais pu isolera l'état pur, on 
peut citer les antitoxines, les bactériolysines, les agegluti- 
nines, les précipitines, les opsonines ou bactériotropines, les 
hémolysines, les cytolysines. Tous sont sensibles & l’action de 
la chaleur et paraissent agir & la maniére des diastases. La 
plupart des auteurs acceptent une théorie intermédiaire entre 
celle de Metchnikoff, ou phagocytaire, et la théorie humorale : 
ils admettent lexistence des anticorps, dont l’action est prédo- 
minante dans certains cas particuliers, mais reconnaissent aussi 
que les cellules sanguines jouent.un rdle important, en détrui- 
sant les microbes affaiblis ou tués par les anticorps et en con- 
tribuant, dans une plus ou moins grande mesure, a l’élaboration 
de ces anticorps. 

En ce qui concerne le cas qui nous occupe, il semble, a 
premiére vue, que la phagocytose seule puisse expliquer la 
réaction de défense des chenilles de Lymantria dispar contre les 
bacilles inoculés; mais alors, cette phagocytose devrait s’exer- 
cer a un égal degré dans toutes les chenilles inoculées, au 
moins lorsque les bacilles employés sont de méme origine et 
de méme virulence. On constate au contraire les plus grandes 
variations dans lintensité de la réaction de défense de I’Insecte, . 
et cependant, dans toutes les chenilles, la proportion des 
éléments 4, seuls doués du pouvoir d’attirer et absorber les 
microbes, est toujours relativement élevée. Autre chose que 
Vélément cellulaire visible intervient donc dans la phagocytose, 
et ce quelque chose ne peut étre qu'une substance excrétée par 
la cellule, et susceptible de créer autour de la cellule une zone 
d’attraction pour les bacilles introduits dans le sang. 

Nous avons vu que tous les éléments 4 d’une méme chenille 
ne sont pas doués au méme degré du pouvoir dattirer et 
d’englober les microbes, et que ceux dont le protoplasme est 
plus ou moins diffus, dont les contours sont trés irréguliers ou 
invisibles, sont généralement les plus riches en Bacilles. Dans de 
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tels éléments, ou la tension superficielle du protoplasme est 
faible, on comprend que les produits d’excrétion de la cellule 
passent plus facilement dans le milieu; en conséquence, plus 
le sang d’une chenille sera riche en éléments 4 en voie de 
désorganisation, mieux elle résistera a l’infection; les faits 
semblent bien confirmer jusqu’ici cette hypothése. 

La désagrégation des microbes englobés dans le protoplasme 
de la cellule est assez rapide : deux jours apres leur pénétration, 
la membrane d’enveloppe n'est déja plus visible et le bacille 
apparait seulement comme une trainée de granulations colo- 
rées, comme des grains de chromatine (fig. 6). Les cellules 
réagissent faiblement & l’action du microbe : on en trouve qui 
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Fic. 6. — Eléments 6 de chenilles de Lymantria dispar avec bacilles 
a Vintérieur en voie de désorganisation. 


sont bourrées de bacilles et qui conservent a peu prés cepen- 
dant leur apparence normale. 

Avant toute introduction de bacilles, le plasma sanguin 
peut renfermer des anticorps, qui s’opposent & la multiplica-_ 
tion des microbes. Leur présence expliquerait pourquoi, dans 
certains cas, on ne trouve dans le sang que trés peu de Bacilles 
libres ou phagocytes et que, dans d’autres cas, ces derniers sont 
trés nombreux. Il se peut que ces anticorps soient des produits 
d’excrétion des éléments 4 et alors ces éléments joueraient 
toujours le principal rdle dans le mécanisme de limmunité, 
mais rien ne prouve que les autres éléments du sang ou méme 
certaines cellules de l’organisme ne participent pas al’élabora- 
tion des anticorps. 


Les anticorps peuvent ne pas étre préformés dans le sang, 
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mais apparaitre seulement & la suite de Vinoculation des 

. ’ . s . 5 ate) 
bacilles; c'est ce qui semble résulter d’un fait d expérience 
qui, malheureusement, n’a pu encore étre reproduit. 


Trois chenilles adultes étaient inoculées le 10 juillet 1916 avec une émulsion 
de bacilles provenant d’une culture sur gélose du 3 juillet; vingt heures apres 
Yinoculation, une chenille mourait avec sang riche en microbes; les deux 
autres ne paraissaient pas malades, mais dans le sang de l'une d’elles on 
trouvait quelques bacilles libres. A 10 heures, le 12 juillet, cette derniere 
chenille était toujours vivante mais paraissait malade : dans le sang, en effet, 
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Fic. 7 et 8. — Bacilles normaux jeunes et formes d’involution observées 
dans le sang d’une chenille réfractaire. Méme grossissement. 


les bacilles étaient beaucoup plus nombreux que !a veille. Les jours suivants 
létat de la chenille, au lieu de s’'aggraver, semblait au contraire s’améliorer. 
Dans le sang examiné le 15 juillet, c’est-a-dire cing jours aprés l’inoculation, 
Je nombre des microbes était sensiblement le méme que le 12, mais leur 
forme s’était assez remarquablement modifiée : ils étaient devenus plus 
petits que les bacilles normaux, mais aussi sensiblement plus épais; les 
figures 7 et 8 donnent d’ailleurs une idée assez exacte de l’altéraltion de 
forme du bacille. 


On peut considérer celte forme anormale comme une véri- 
table forme d'involution : le microbe semble bien végéter dans 
un milieu qui ne lui est pas favorable, puisqu’on ne rencontre 
pas d’éléments en voie de division. Il faut alors admettre que, 
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dans le plasma sanguin, un anticorps s’est formé qui s’oppose 
- au développement du Bacille. Ce cas d’immunilé est tout 
différent de ceux étudiés plus haut: dans les frottis colorés, 
on trouve d ailleurs trés peu de bacilles phagocytés. 


Euprocris carysorruea. — Les chenilles d’E. chrysorrhea sont 
trés sensibles & l’action de B. hoplosternus. Quatre chenilles 
inoculées le 25 mai & 16 heures, avec une émulsion de spores de 
culture sur gélose du 5 octobre 1916, mouraient toutes infectées 
le lendemain avant midi. Les éléments du sang ne s’opposent 
pas & lamultiplication du bacille, aussi n’observe-t-on jamais 
de cas d’immunité naturelle. I] existe pourtant des cellules tout 
a fait comparables aux éléments 4 des chenilles de L. dispar, 
mais elles n’ont pas le pouvoir d’attirer et d’absorber les 
bacilles. La’ multiplication des microbes, nullement entravée 
par la phagocytose ou l’action d’un anticorps, est trés rapide : 
Des la septiéme heure, au quatriéme passage, les bacilles 
pullulent dans le sang et, moins de huit heures aprés l’inocula- 
tion, les chenilles meurent infectées. Ils n’est cependant pas 
possible d’infecter per os les chenilles saines. 


Vanessa urtica. — Les chenilles de Vanesse sont, de méme, 
trés sensibles 4 action du bacille; elles sont tuées en vingt & 
vingt-quatre heures au premier passage, en huit 4 neuf heures 
au septiéme et en six a sept heures a partir du dixiéme. A ce 
degré de virulence, le bacille est incapable de tuer per os les 
chenilles. Au moment de la mort, le sang est relativement 
pauvre en microbes (3 & 4 par champ microscopique); il sem- 
blerait que le bacille est surtout pathogéne par une toxine qu’il 
sécréterait. Aprés la mort de l’insecte, il continue de se multi- 
plier dans le sang et les tissus jusqu’é formation des spores. 


Cueronia casa. — La sensibililé vis-a-vis de B. hoplosternus 
est & peu prés la méme que dans les deux espéces précédentes. 


Maxacosoma neustria. — Les chenilles adultes (vulgairement 
surnommées livrées), inoculées avec une émulsion de bacilles 
de culture, sont toutes mortes infectées quinze a dix-huit 
heures aprés l'inoculation. Au bout de cing heures, on trouve 
quelques rares bacilles libres dans le sang; apres quatorze 
heures, ils pullulent, mais trés peu cependant sont en voie 
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d'absorption par les éléments du sang. Dans cette espece, comme 
dans les autres, il n’y a pas de réaction sensible & la multipli- 
cation du Bacille. 


Hanneton Commun er Hanneron pe 1A Saint-Jean (Ruyzorrocus 
soLsticiaLis). — Ce sont les deux seuls représentants du groupe 
des Coléoptéres ayant fait l'objet d’expériences d’inoculation. 
Aucun d’eux ne réagit a lintroduction du bacille dans la 
cavilé générale, et l’on n’observe pas que les éléments du sang 
attirent les microbes et les absorbent, ou qu’ils s’opposent a 
leur multiplication par production d’anticorps. Au premier 
passage, les Hannetons meurent vingt & vingt-quatre heures 
apres linoculation; il semblerait donc que le bacille se multi- 
plie moins activement que dans le corps des chenilles, mais il 
faut tenir compte du fait que la température moyenne, au 
moment des expériences sur le Hanneton, n’est pas trés élevée. 


En résumé, de tous les Insectes expérimentés, seules les Che- 
nilles de Lymantria offrent quelque résistance & la multiplica- 
tion de Bacillus hoplosternus dans le sang. D’une facon 
générale, ces chenilles sont peu sensibles & l’inoculation des 
parasites microbiens entomophytes, les Coccobacilles exceptés; 
aussi trouve-t-on peu de chenilles parasitées dans la nature, 
surtout pendant la premiére période de invasion; vers la fin, 
parmiles retardataires affaiblies, les parasites microbiens sont 
moins rares, et les cas d’immunité moins fréquents. 
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A PROPOS DE LA RECHERCHE DES LEUCOCYTES 


- DANS LE LAIT 


par H. KUFFERATH 


Docteur en Sciences naturelles, Ingénieur agricole, 
Chef du Service de Bactériologie et de Microscopie au Laboratoire 
intercommunal de Bruxelles. 


Lorsqu’on veut s’assurer de la valeur hygiénique d’un lait, 
il est de toute nécessité de savoir s'il est normal au point de 
vue leucocytaire et s'il ne renferme pas de germes pathogénes. 
Pour y arriver, il suffit simplement de centrifuger les laits a 
étudier. Par la centrifugation, le lait se sépare en trois por- 
tions : la couche peice nae le lait écrémé et le dépdt. Au point 
de vue de la salubrité publique, ’examen du dépét donne de 
loin les renseignements les plus intéressants. L’analyse au 
Gerber donne d’une fagon précise la richesse en graisse ; cette 
richesse est importante 4 connaitre au point de vue nutritif, 
Vemploi des tubes & leucocytes ne permet pas de la déterminer 
méme approximativement. On sait que l'on retrouve souvent, 
dans la couche butyreuse obtenue par centrifugation, divers 
microbes; on a méme proposé d’y rechercher le bacille tuber- 
culeux. Par sa nature, cette couche grasse offre certaines diffi- 
cultés pour les examens courants de préparations microsco- 
piques; il faut enlever par l’un ou l'autre procédé la graisse, 
cela complique les opérations, aussi ne pratiquons-nous ce 
genre de recherches microscopiques que trés rarement. 

A l’exception des microbes retenus dans la couche butyreuse, 
on retrouve toute la population microbienne du lait dans le 
dépot obtenu par centrifugation. — Les germes variés du Jait 
s’y accumulent en méme temps que les leucocytes et, dans les 
laits mal conservés, avec des dépédts de caséine. Dans les laits 
normaux frais, il se forme parfois un dépdt de phosphates. 
Enfin, on retrouve dans le culot des éléments étrangers au lait 
au : du sang dans certains cas et, beaucoup plus fréquem- 
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ment, de la saleté provenant, soit d'une traite 
malpropre, soit de récipients mal entretenus et 
mal nettoyés. L’addition de substances étran- 
geéres au lait (farine, empois d’amidon, carbo- 
nates) peut aussi donner lieu & un dépot plus 
ou moins abondant. Comme on le voit par ce 
court apercu, on recueille de nombreux rensei- 
gnements par l’examen macroscopique du lait. 

Normalement tous les laits renferment des 
leucocytes, mais en petite quantité. 

D’aprés les nombreuses analyses faites avec loc 
les laits des vaches du « Département Laiteries » 
de la Coopérative d’Alimentation et de Secours 
de lAgglomération Bruxelloise (C. N.), le lait 
renferme normalement de 0,1 & 0,5 p. 1.000 Fcc 
de leucocytes. Le culot obtenu par centrifuga- 
tion a une teinte jaunatre, parfois légerement 
verdatre. Lorsque l’on obtient une plus grande 
quantité de leucocytes, par exemple, plus de ce 
1 p.1.000 de dépot, il y a lieu de faire l’examen 
microscopique du dépét. Pour réaliser une 
préparation microscopique, on rejette la couche 
butyreuse et le lait écrémé, puis, avec une 
pipette de verre étiré, on préléve le culot leu- 
cocytaire et on l’étend sur une lame de verre, 
en couche mince et bien égale. On fixe a la 
flamme, on colore au bleu de méthyléne, ou 
bien, si Von veut rechercher le bacille tuber- 
culeux, on emploie un des procédés de double 
coloration usités (technique de la fuchsine 
phéniquée et coloration au bleu de méthyléne, 
ou bien technique de Herman). La préparation 
colorée est examinée et l’on note les microbes 
présents. 

Normalement, le lait frais renferme trés peu 
de germes. Dans les cas de mammites, on voit 
souvent grande abondance de microbes. Une 
pratique déja longue nous a fait savoir que ce 
sont les Streptocoques qui sont les agents les plus générale- 


$cc 


Te 


30 


422 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 


ment répandus dans les mammites. Beaucoup moins fréquem- 
ment, on trouve des Staphylocoques, des bacilles variés ou des 
Diplocoques. Voila ce que l’on peut rencontrer dans les laits nor- 
maux, fraichement récoltés. Les laits commerciaux présentent 
un aspect tout différent au point de vue de la population 
microbienne. On y trouve trés généralement grande abondance 
de germes variés : Diplocoques lactiques, Coccus divers, 
Staphylocoques, Sarcines, des bacilles de toutes espéces, des 
levures, des filaments mycéliens de champignons. Distinguer 
les germes pathogénes et les saprophytes n’est pas toujours 
facile dans les dépots des laits commerciaux. La forme micro- 
bienne ne donnant souvent pas de renseignements précis, ce 
genre d’examen doit étre complété par linoculation du dépét 
leucocytaire- au cobaye, ce qui permettra d’isoler le germe 
ayant une action pathogéne pour l’animal. Pour obtenir ces 
résultats, nous avons, dans le début de nos recherches, utilisé 
les tubes & leucocytes, connus sous le nom de Trommsdorff. 
Mais ces tubes présentent de nombreux défauts. Ceux qui nous 
avaient été fournis sont fragiles, se cassent facilement dans la 
partie effilée; de plus ils sont chers et nécessitent l’emploi 
d’une centrifuge spéciale. L’installation est dispendieuse et, 
comme les centrifuges ne pouvaient contenir que quatre tubes 
a leucocytes & la fois, les opérations sont trop lentes; il faut en 
effet turbiner trois minutes au moins. Pour peu que l’on ait une 
centaine d’examens & faire, cela demande environ deux heures 
de travail continu. Enfin, autre inconvénient grave, la lumiére 
de l'effilure ot s’accumule le dépét est trés petite, on n’accede 
que difficilement au dépot et il arrive souvent que la pipette de 
verre employée pour le récolter se casse dans l’effilure et rend 
toute recherche impossible. Le nettoyage est d’ailleurs difficile 
a cause de la petite lumiére du tube. 

A ce modéle peu commode fourni par une maison alle- 
mande, nous en avons substitué un autre qué nous avons 
réalisé en soudant un tube thermométrique & un tube en 
verre pouvant contenir 20 cent. cubes de lait au lieu de 10. La 
quantité de lait centrifugé étant plus grande, le dépdt est plus 
abondant, facile a évaltidy et} 4 HscbltSh, Nous dofitibhis ci-contre 
le dessin grandeur naturelle de ces tubes nouveaux. 

La partie intéricure effilée est marquée de deux trails, corres- 
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pondant 41 et 2 p. 1.000 de lait, soit 20 et 40 millim. cubes de 
volume pour 20 cent. cubes de lait. La partie large du tube est 
graduée pour 5,10 et 20 cent. cubes. Au-dessus du’ trait 
20 cent. cubes, le tube continue sur un espace de 6 a7 centi- 
metres. Grace 4 ces dispositifs, on peut incliner fortement le 
tube, sans que le lait s’en écoule. C’est indispensable, si lon 
veut faire de nombreuses analyses. Au lieu d’employer une 
centrifuge spéciale, nous avons trouvé bien plus commode 
(utiliser une centrifuge électrique Gerber de grand modeéle 
pouvant recevoir seize tubes & la fois. De cette facon, il est tres 
aisé de faire de nombreux examens de Jaits. Toute laiterie 
possédant un Gerber, il est par conséquent facile d’employer 
de tels tubes & leucocytes pour l’examen hygiénique des laits. 
La solidité des tubes est aussi bien plus grande que celle des 
tubes de Trommsdorff et leur nettoyage ne présente aucune 
difficulté, ce qui a son importance lorsqu’on fait un grand 
nombre dessais journellement. Le Laboratoire Intercommunal 
de Bruxelles avait été chargé par le « Département Laiteries » 
de la Section de Age ASTGCALIGH Bruxelloise du Comité National 
de contrdler le lait de toutes les vaches laitiéres de cet 
organisme. Il y en avait environ 800. Le service de préléve- 
ment et de controle faisait & Pimproviste, par mois, au moins 
deux examens pour chaque vache; dans les cas particuliers, 
les analyses furent plus fréquentes, notamment lorsque les 
Services vétérinaires ou le Service technique le demandeérent. 
Quand une vache présente un taux leucocytaire anormal 
supérieur & 1 p. 1.000 par exemple, on fait une préparation 
microscopique du dépdt; le résultat de V'examen au microscope 
donne des indications sur la gravité de l’infection du lait par 
les germes microbiens. En méme temps, on signale la béte 
suspecte au Service des Prélévements qui, a la tournée sui- 
vante, préléve un échantillon de lait de chacun des quatre 
trayons de la vache 4 observer. L’examen des quatre trayons 
indique quels sont le ou les trayons malades. Ces indications 
sont transmises au vétérinaire qui doit alors faire un examen 
clinique des quartiers signalés comme anormaux et donner au 
Directeur de Vacherie les indications relatives au sujet de 
Yemploi du lait pour lValimentation humaine. — Les laits 
anormaux sont écartés et lon a ainsi toule assurance que les 
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vacheries ne débitent que du lait absolument sain et sans 
danger pour l’alimentation des enfants et malades: 

Il est hors de doute qu'une telle maniére de procéder présente 
de grands avanlages, et pour le public, et pour |’exploitant des 
vacheries. Le public a la certitude de recevoir un lait sain et 
sans reproches. Cette assurance est nécessaire lorsque le lait 
est débité comme lait cru aseptique, c’est-a-dire lorsqu’il est 
destiné a étre consommé cru et non bouilli. On sait importance 
qu attribuent les médecins hygiénistes de l’enfance a cette 
catégorie de laits. Le public doit étre absolument sir que 
les enfants et les malades, dont les organes sont trés sensibles, 
n’absorberont pas de germes pathogénes, et spécialement des 
Streptocoques qui provoquent des entérites mortelles. — Cette 
assurance ne peut étre donnée que si l’on contréle de prés la 


santé des vaches; le systeme que nous avons décrit donne des | 


varanties trés sérieuses au consommateur. De plus, les direc- 
teurs des Vacheries possédent, dans examen du dépdt leuco- 
cytaire, un moyen tres commode pour vérilier la santé de leur 
bétail ; non seulement, ils connaissent ainsi les vaches normales, 
mais ils peuvent fournir au vétérinaire chargé du controle des 
renseignements trés précis, qui guideront d’une facon sire le 
clinicien. On pourra traiter ces mammites au début, les guérir 
plus efficacement que lorsqu’elles sont manifestes et étendues; 
économie a tous les points de vue, tels sont les grands avan- 
tages que l’on retire de ces recherches, qui méritent d’étre pra- 
tiquées et propagées dans l’intérét de tous par les laboratoires 
chargés du controle des denrées alimentaires. 


LE ROLE DE LA RATE DANS LA FIEVRE RECURRENTE 


par le professeur Anast. ARAVANTINOS 
de la Faculté d’Athénes. 


La question la plus importante dans la fiévre récurrente (1) 
est de savoir ce que devient le parasite entre les acces de 
fiévre. On admet généralement qu’il séjourne dans les organes 
internes, dans les organes hématopoiétiques, mais on n'est 
pas fixé sur la forme que le parasite revét pendant la période 
apyrétique. Les uns admeitent qu'il ne change pas de forme, 
d’autres soutiennent qu'il est dimorphe et passe de la forme 
parfaite du spirochéte a celle de batonnets et de grains de chro- 
matine. Dans tous les cas, on s’accorde 4 accepter que la rate 
sert de refuge au parasite pendant l’apyrexie. 


* 
a 


A. — Nous avons voulu controler ce role important de la 
rate en recherchant le parasite dans cet organe pendant tout le 
cours de la maladie et en méme temps la forme sous laquelle 
il se présente 1a. 

A cet effet nous avons exécuté la ponction splénique sur 
plus de 120 cas de fiévre récurrente et nous avons.examiné la 
préparation microscopique de la pulpe splénique. Cette prépa- 
ration était confrontée & une préparation du sang périphérique 
prise en méme temps. Coloration d’aprés Giemsa, examen 
minutieux. 

Avant d’exposer les résultats de nos recherches, nous devons 
proclamer linnocuité parfaite de la ponction.splénique. Pour 
exécuter cette ponction dans la leishmaniose viscérale, 
maladie qui entraine une grande friabilité du parenchyme de 
la rate et une diminution de coagulabilité du sang, nous 

(1) Cette maladie, inconnue en Gréce avant les guerres balkaniques, y a 


pénétré avec les troupes revenant de Macédoine et y est devenue endé- 
mique, avec des recrudescences épidémiques pendant les mobilisations. 
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employons une seringue construite d’aprés nos instructions, a 
piston automatique pour abréger le temps de la ponction, qui 
peut devenir mortelle dans cette maladie (1). La méme 


seringue utilisée dans la fidvre récurrente ne donne pas le suc 


splénique, tant la consistance de la rate résiste & la force du 
ressort. Nous avons donc exécuté la ponction splénique avec 
une seringue ordinaire sans prendre aucune mesure de précau- 
tion ni avant ni apres, sans méme demander au malade 
d’arréter la respiration, précaution qui serait nécessaire, les 
mouyements respiratoires pouvant entrainer I’élargissement du 
trou. Nous ayons ponctionné parfois dans la méme séance 
jusqua cing fois sans accident ni méme_ inconyénient. 
Quelques malades seulement se sont plaints aprés de douleur 
au coté, et & examen nous n’avons constaté qu'un bruit de 
froltement. 

- Durant chaque accés de fitvre, nous avons essayé de cons- 
tater ou les spirochétes se rencontrent en plus grand nombre, 
dans la rate ou dans le sang périphérique, et s’ils se présentent 
sous une forme différente. Voici le résultat des recherches 
pendant le premier accés. ) 


TasLeau I. — Premier accés. 


SANG SUG CHUTE DE LA FIBVRE 


NOM 


NUMERO 
de 


périphérique splénique 


aprés 


observation 
de laccés 


VU eerie? 
Chal... 
Gatrege 
MOU %) ylene 
Ban sins acts 
Kater. 
Kots... 
GRYSS.0) els 
Mars. ace oon me 


++ 
e+ 


cootttoot++ 


3 jours. 
quelques heures. 


++ 
++ 


quelques heures. 
quelques heures. 


Irésulte de l’examen du tableau ci-dessus qu’on rencontre le 


(1) Arnavantinos. — Modification dans la technique de la ponction de la 
rate et méthode pour assurer l’innocuité parfaite de la ponction splénique. 
Bulletin de la Soc, de vath. exotique, 1916, t. IX, n°7; 4918, t. XT, ne 8, 
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spirochéte en plus grand nombre dans le sang que dans la pulpe 
de larate. Dans deux cas (obs. 33 et 35), nous n’avons pu trouver 
aucun spirochéte dans le suc tandis qu’on en trouvait dans le 
sang. Dans les observations 34 et 21, les spirochétes disparais- 
sent avant la chute de la fiévre et, comme il résulle de l’obser- 
vation 33, d’abord de la rate, puis du sang, ou du moins leur 
nombre a diminué au point qu’on ne peut pas les trouver dans 
le suc splénique alors qu’on les trouve dans le sang. Nous 
avons observé aussi, et cette observation a une valeur absolue, 
que les spirochétes se rencontrent en plus grand nombre parmi 
les éléments du sang, les globules rouges. 

Si le spirochéte était pour ainsi dire emmagasiné dans la 
rate, il serait naturel qu’au début du deuxiéme aces on le 
trouvat en plus grand nombre dans le suc splénique que dans 
le sang, puisque c’est dans la rate qu'il se multiplierait et d’ou 
il sortirait pour envahir le sang. L’examen paralléle du suc 
splénique et du sang périphérique nous a donné les résultats 
suivants : 


Taspieau Il. — Deuxiéme accés. 


SANG suG CHUTE DE LA FIEVRE 


périphérique splénique apres 


lobservation 
de laccés 


Athan... (1). . 
Brintie.(2)" << 
Paniteverten ee 
Cot ee ere 
Bambies ea 
INGTICHROMGiio salle 
(Galle Asrs- eres. sire 
Pam: & ene 
Ball zte ca 

Phron... 

AOD el eanee 
Dém... wae 
lee Gok em oil eek 


quelques heures. 


quelques heures. 
quelques heures. 
quelques heures. 


1 
1 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
3 
3 
z! . 


~S 


(1) Récidive apres 0 gr. 3 de 606. 
(2) Vient d’étre pris de frisson. 
(3) La fiévre vient ie se manifester. 
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Par ce tableau, on s’apercoit que, pendant le deuxiéme accés, 
le spirochéte est en plus grand nombre dans le sang que dans 
le suc splénique. De plus, on voit par les observations 10, 19 
et 89 qu'il se trouve dans le sang plutot que dans le suc. 

Aprés ces résultats, nous avons cherché & constater plus 
exactement ou le spirochéte apparait d’abord, dans le sang ou 
dans le suc splénique, avant la venue du deuxiéme accés. Nous 
avons en méme temps & constater si le spirochéte, avant ce 
deuxidme accés, apparait comme tel ou s'il existe une autre 
forme de laquelle il 6volue a la forme de spirochéte. Dans ce 
but, nous avons pratiqué la ponction splénique durant tous les 
jours de Vapyrexie, mais surtout pendant les derniers jours 
avant l’apparition de la fiévre. Les résultats ont été les 
suivants : 


TapLzau II]. — Apyrexie aprés le premier accés. 


(L’astérisque indique que le malade n’a pas été pris d'un second_accés.) 


r=] 2 
> s a ike 
aoe = & | DEBUT DE La FIEVRE 
NOM ze S SANG suc = a 
> ae pee aprés 
2 © 
a oso 
Seri hee eee 9 0 0 a 
LOLs is ss ees 31 0 0 4 
CHAN Seas se poe 0 0 4 
Kailiguet cows ce iets 0 0 il 
oI MUGaea walle Ue — — 2 
Papeete sss 7 0 0 3 
WASMGog ghee a ell BUA 0 0 3 
eke so |) see 0 0 3 
ASS 1 less 0 0 3/4 
hin! oe 2 4. 0 0 4, 
LOW ene, woe ee BAe 0 0 4 
IEOUP Arse (ene 0 0 4 
SO vee meee ers 0 () 5 
ING sulk Peal 0 0 5 
BOULz. eet Meso, 0) 0 e 
ethss yeas 0 0 6 
Kapha eres () 0) 6 
GeOLe ea EOL 0 0 6 56 heures. 
Mourss 5 | 8 0 0 6/7 30 — 
SOI o alt 7) 0 0 al 98 Gens 
Broushian.) |e 4 + + ++ 7 3 —_ 
KG ames —t + 7 28 — 
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NOM 


Moust... 


Ranke 


Ntoun... 
Kouts... 
Oek... 


Kaphir... 


*Glin:., 


Théod... 
Tsak... 
a Alifr:.. 


Couss... 


Lions. 
Kap... 
* Mak... 
Arm... 


Kats... 


NUMERO 


Zap steer 


Dem cca psa 
INGET ifs oe 
Masti. 3": 
Kapie ween. 
Sale. % San: 
Andie. <=. 


SMU ee 
Plasteene 
banter. 

eS PAU ee necete 


Papandr,,. . 
SAT. 


GeOrg saa 
Nikole. «3 

SOLOS orn 
Bliss; acecees 
Nike: So 
TOME A lesen: 


Balsa isis 
NUepi ee. 45. 
Stathic sme 
FOANASU.. a a Je 
Prifecsas ow: 


Tsog... hong 


VOrGlrea ets 
HOUT tes een 
Galea. 
Tassie) case « 


de 
l’observation 


64 
61 
86 
92 
110 
41 
49 
54 
55 
56 
58 
39 
62 
oT 
72 
15 
76 
11 
80 
83 
84 
82 
90 
94 
955 
97 
98 
99 
104 
102 
403 
104 
105 
106 
407 
109 
11 
113 
414 
415 
82 
60 
69 
81 
100 


SANG 


++ 


J cocooscot+ocse 


“Pee 


+ 


+ 
coceol|o|]|]o}l]+oeeco|[+o 
+ 


Bare 
| ar 


SUC 


csoooet+ocotoo 


+- 
li+y 


+ 
+ 
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a 

3 
Sy = | DEBUT DE LA FIEVRE 
os 
Les aprés 

oO 

3S 


il 48 heures. 
7/8 36 — 
7/8 82 
7/8 24 — 
71/8 25 — 

8 30 = 

8 5 = 

8 Re — 

8 

8 8 — 

8 56 — 

8 96 — 

8 72 — 

8 60 — 

8 28 — 

8 

8 24 — 

8 36°C — 

8 

8 

8 De 

8 20 — 

8 20 — 

8 

8 54 —_ 

g 48 — 

8 710 —_ 

8 4 — 4/2 

8 

8 60 _ 

8 

8 32 — 

8 

8 oi — 

8 26 — 

8 28 = 

8 36 = 

8 46 — 

8 

8 72 — 
8/9 § — 

» 24 ts 

» Qh —. 

» 20 —_— 

» 3 — 4/2 


430 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


DEBUT DE LA FIEVRE 


NOM apres . 


NUMERO 
de 
l’observation 
de l’apyrexie 


Cham... . 
ae aor. «raged 3 heures. 1/2 


Christ... 
Grysta.. 
Oek... 
Gleg... . 
Barak.... . 
Papad... 
Lach... 


GHYSS Soe 


Nous yoyons dans le tableau ci-dessus que le spirochéte 
apparait en méme temps dans le sang et dans la rate. Une fois 
(obs. 90) nous trouvons des spirochétes dans le sang sans en 
trouver dans le suc splénique, tandis que dans l’obser- 
vation 54 nous ne parvenons & en découvrir qu'un seul dans 
toute la préparation du suc splénique et pas un seul dans le 
sane. 

Parmi les 77 cas sur lesquels nous avons exécuté la ponction 
de la rate pendant l’apyrexie qui suit le premier accés, et plus 
spécialement parmi les 63 sur qui la ponction a été faite peu 
de temps avant la venue de la fiévre, nous avons trouyé le 
spirochéte dans 12 cas. Parmi ces 63 malades, 11 n’ont pas subi 
de deuxiéme accés; donc, sur 52 cas, c'est seulement dans 42 
que nous avons pu découvrir le spirochéte avant linvasion du 
deuxiéme acces. | 

L'intervalle entre la découverte du spirochéte et la manifes- 
tation de la fiévre sur ces 12 cas était de 3, 4 1/2, 5, 5, 8, 9, 
16, 20, 24, 25, 28, 36 heures. 

Nous sommes persuadé que, siau lieu d’étendre le sang et le 
suc splénique sur le porte-objet en une couche mince, nous 
avions fait ’examen en goulte d’aprés le procédé de Ross, nous 
aurions pu découvrir les spirochétes plus souvent et quelques 
heures plus tot. 


De l'examen paralléle des préparations de sang et de suc 


4 


wes 
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splénique, nous ayons pu nous convaincre que les spirochetes 
sont plus nombreux dans le sang que dans le suc splénique. 

Nous n’avons pu découvrir aucune autre forme de spiro- 
chéte ni en désagrégation ni en granules. Non plus nous 
n’avons observé la phagocytose des spirochétes ni dans le 
sang, comme I[yanoff veut lavoir yu constamment, ni dans la 
rate, comme l’ont observé Metchnikoff, Levaditi et autres. 

La leucocytose que nous avons constatée dans le sang, qui 
contenait des spirochétes ou peu avant et peu apres laces, 
nous l’avons trouvée aussi dans le suc splénique. C’est-a-dire 
que, tandis que pendant l’apyrexie on remarquait la lympho- 
cytose du suc, lorsqu’il y avait des spirochétes, le nombre des 
polynucléaires augmentait. Ce changement du rapport entre 
lymphocytoses et polynucléaires s’observait aussi peu avant et 
peu apres l’accés. : 

Nous avons obseryé fréquemment la division transyersale du 
spirochéte tandis que rarement nous avons vu ce qu’on pour- 
rait attribuer & une division longitudinale. La préparation de 
sang de Vlobservation 99, prise quatre heures et demie 
avant l’accés de fiévre, est trés inléressante. On y voit pulluler 
des spirochétes longs; ceux de taille normale sont moins 
nombreux; sur un grand nombre d’entre eux on distingue une 
division transversale. L’examen de la préparation nous porte & 
supposer qu’avant la venue de l’accés, il y a un moment 
pendant lequel on observe une division en masse des spiro- 
chétes, qui entraine la réaction de l’organisme, la fiévre. 
Peut-étre aurait-on pu, en faisant des préparations de sang pris 
successivement a de trés courts intervalles avant l’accés, 
arriver & fixer le moment de la pullulation massive du spiro- 
chéte. Si lon ne découvre pas toujours le spirochéte au début 
de l’acces, cela prouve que l’organisme ne réagit pas toujours & 
la méme quantité de spirochetes. 


* 
* ¥ 


B. — Nous ne nous sommes pas contenté de conslater au 
microscope l’absence de spirochéles dans le suc splénique. A 
examen microscopique, nous avons voulu apporter l’appui de 
’expérience. 4 soldats s’étant volontairement mis a notre 
disposition, nous avons pratiqué 5 inoculations. 
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Les précautions prises — outre l’examen pour syphilis et 
tuberculose — étaient les suivantes : le suc splénique était pris 
du troisitme au quatriéme jour aprés le premier acces. 
L’existence du spirochéte dans le sang du soldat malade ¢tait 
vérifiée pendant le premier et le deuxiéme acces. 

La quantité de suc injectée était de 0,2 —0 cc. 5 obtenue par 
une ou plusieurs ponctions spléniques. 


Observation I. — Le soldat Ass..., est inoculé avee du suc splénique le 
143 mars 1918. Il reste en parfaite santé. 
Observation IJ. — Le méme soldat est inoculé de nouveau avec du suc 


splénique le 29 mars 1918. Le lendemain il est pris d'un léger accés de 
fiévre. 


30 Aas Matin 36°7 
a) i AS Ae ee ee: ) Soir 4005 
Si mate Matin 3798 
Sen hee Eh We: Soir 386 


Pas de spirochéte dans le sang. IJ reste depuis bien portant. 

Observation III. — Le soldat Pout... est inoculé avec du suc splénique le 
27 mars 1918. Il est pris de frissons le lendemain soir, il prend du pyramidon 
et on le trouve sans fiévre. Bien portant depuis. 

Observation IV. — Le soldat Orr... est inoculé le 27 mars 1918 avec du suc 
splénique. Pris de frissons le soir des 2 et 3 avril, il prend du pyramidon. Le 
lendemain il se trouve bien portant. 

Observation V. — Le soldat Bous... est inoculé le 27 mars 1918. Le soir du 
Jer avril, il est pris de frisson et de haute fiévre. La fiévre persiste pendant 
quelques jours et ale type intermittent. 


ba LAM Matin 36°% 
TEED COTO Nkok saree aae teres Soir 3905 
5 = ; Matin 37°2 
tT are en a a Soir 390% 
. +f Matin 37°0 
Cn Pe Sy i oe ied Pa Soir 3900 
A ee pee ee Oe Matin 36°8 1 gr. de quinine 
Soir 40°41 : 
i { Matin 36°7 = 
oO tan tet ee dee el ea te ( Soir 38°90 
ee } Matin 36°8 = 
Py ik ee Ga ‘ Soir 366 


Sans fiévre depuis. Dans le sang périphérique, on ne trouve aucun para- 
site. L’aprés-midi du 5 avril, ponction de la rate; nous trouvons dans le suc 
splénique des nombreux hématozoaires de forme annulaire fine, comme celle 
de la tierce maligne, sans modification dela forme ni de la couleur des globules 
rouges. Ce soldat nous a dit n’avoir jamais auparavant souffert des fiévres 
paludéeennes. D’ailleurs, il ne présentait aucune tuméfaction de la rate, qui 
n’a augmenté de volume que d’une facon subite. Le 4 avril elle devient 
palpable pour la premiére fois et le lendemain elle proémine déja de deux 
doigts, pour diminuer légérement le 6 avril. 


‘ 


ROLE DE LA RATE DANS LA FIEVRE RECURRENTE 433 


La préparation microscopique du suc splénique qui a servi d 
"inoculation ne présente aucun parasite (ni spirochéte ni héma- 
tozoaire) et pourtant la spirochétose n'a pas été communiquée 
landis que le sujet est pris de la malaria. L’idée d’une infec- 
tion dans l’hopital est exclue parce qu'elle ne se fat pas bornée 
& un seul soldat et puis il n’existait pas d’anophéles a l’hopital. 

Apres ces résultats des inoculations, restait & prouver que 
issue négative n’était pas due & une injection antérieure. 
Pour nous assurer que les soldats vaccinés n’avaient pas été 
atteints autrefois de la fiévre récurrente, nous leur avons 
injecté du sang provenant d’un deuxiéme accés dans lequel le 
microscope avait révélé l’existence de nombreux spirochétes. 
Tous, excepté le soldat Poul..., ont eu Ja fiévre récurrente avec 
spirochétes dans le sang. Les soldats Orf... et Boub... ont eu 
deux accés, Ass... un seulement. Il est donc prouvé que le résultat 
négatif de la vaccination avec du suc splénique n’avait pas pour 
cause une immunité aprés infection antérieure, mais bien 
Yabsence de spirochétes du suc splénique. Nous avons pu 
constater autre chose encore. L’injection de suc splénique n’a 
pas pu prévenir l’infection. Si elle n’a pas provoqué une immu- 
nité compléte, nous devons nous demander si l’infection pro- 
voquée par l’injection de 5 cent. cubes de sang spirochétifere 
a été moins grave. Voici quelques détails : 


Bous... — La fiévre fait irruption le quatriéme jour. L’accés dure trois jours 
seulement. Maximum de fiévre 40°8. Le deuxiéme accés survient le soir du 
dixiéme jour et dure deux jours et demi. Maximum de la fiévre, 40°. 

Orr... — Invasion de la fiévre le troisitme jour. Durée du premier acces : 
cing jours. Maximum de la fiévre 39° 6. Invasion du second accés le douzieme 
jour de l’apyrexie. Durée : un jour et demi. Maximum, 40°2. 

Ass... — Irruption brusque de la fiévre avec frissons et vomissements. Durée 
de laccés deux jours avec épistaxis abondante et tuméfaction subite de la 
rate. Chute de la fiévre avec sueur profuse. ,Spirochétes dans le sang. 
Maximum de la fiévre 40°5. 

Pout... — N’a pas contracté la récurrente. 


Nous ne pouvons nier que la premiére inoculation de suc splé- 
nigue avait produit un certain degré d'immunité. Moins nette 
chez Orf..., Vimmunité est évidente chez Ass..., qui avait 
été injecté deux fois avec du suc splénique et qui avait recu 
double dose de sang spirochétique, c’est-a-dire 10 cent. cubes. 
Limmunité n’avait pas 6té assez forte pour empécher l’infec- 
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tion, mais suffisante pour en diminuer la gravité. C’est Juste- 
ment ce résultat qui fait penser que le résultat négatif chez 
Poul... est probablement df & une immunité plus efficace. Ce 
soldat nous a affirmé qu'il n’avait jamais auparavant souffert 
de la fiévre récurrente. 

I] est intéressant de noter que chaque injeclion de sang ou 
de suc splénique provoquait aprés vingt-quatre heures une 
élévation de température de courte durée. L’élévation s’est 
montrée chez Orf... six jours aprés Vinjection de suc splé- 
nique. Cette fiévre n’a rien a voir avec l’infection spirochétique, 
comme le prouve le résultat positif de Tinjection de sang 
spirochétique faite ultérieurement (1). 


En résumé, les résultats de notre travail sont les suivants : 

1° Le spirochéte de la fiévre récurrente ne se rencontre pas 
plus fréquemment dans la rate que dans le sang. Au contraire, 
vers la fin de l’accés, on le voit disparaitre de la rate plus tot 
que du sang, et au commencement de l’accés, il apparait dans 
le sang plus lot que dans la rate. 

2° On rencontre les spirochétes dans le sang en plus grand 
nombre que dans la rate. Dans le suc splénique, on trouve le 
spirochéte plutdt parmi les éléments du sang que parmi les 
éléments de la rate. 

3° Les premiers jours de lapyrexie le spirochéte fait défaut 
dans le suc splénique. Celui-ci injecté & Vhomme ne commu- 
nique pas la maladie. 

[Il s’ensuit que nous aboulissons & un résultat contraire a 
opinion, soutenue jusqu’d présent, du rdle important de la 
rate pendant Papyrexie comme lieu de séjour du spirochéte. 
Cette opinion, admise aussi par Miihlens (2), est basée surtout 
sur des expériences de Metchnikoff (singes) et sur examen 
microscopique des organes de malades morts de la fiévre récur- 


(1) A ces expériences je pourrais ajouter la mienne. Un jour que j'exécutais 
des ponctions spléniques, je fus sérieusement piqué par laiguille d’un fort 
calibre pleine de suc splénique. Je ne fus pas infecté alors, mais quelques 
semaines plus tard j'ai eu la récurrente, contaminé sans doute par le sang 
des malades coulant de l’aiguille sur mes doigts autour des ongles pendant 
que j’introduisais de larsenobenzol dans la veine. 

(2) Riickfallfieber-Spirochaten, dans Handbuch der palhogenen Mikroorgas 
nismen de KouLe et Wassermann, 1913, vol. VIS, p. 877. 
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renle. Mais d’un coté les résultats des expériences, méme faites 
sur des singes, ne peuvent pas toujours étre appliqués a 
homme; par ailleurs, un homme mort de la fiévre récurrente 
est un homme qui a suecombé a linfection spirochétique, 
dont les organes n’ont pas pu réagir et n’ont pas offert la 
résistance que l’organisme oppose habituellement. D’ailleurs, 
aprés la mort, le sang se retirant entre autres vers les sinus 
veineux de la rate, il y entraine avec lui ses spirochetes. 

Nous n’avons pu constater aucun dimorphisme du parasite. 
Sil revétait une autre forme, on aurail dd, sinon vers la fin de 
Paccés,' au moins au stade précédant le deuxiéme acces, 
suivre l’évolution du parasite de cette autre forme supposée 
Jusqu’au spirochéte parfait. Nous n’avons distingué rien de 
pareil. Au contraire, dans une préparation de sang pris quatre 
heures et demie avant l’entrée de la fiévre, nous avons trouvé 
presque exclusivement de longs spirochétes en division trans- 
versale. Done nous croyons qu aprés le premier accés il reste 
quelques spirochétes dans le sang, mais en nombre si petit 
quil devient impossible de les découvrir au microscope; ce 
nombre est suffisant pour rendre infectieux le sang de la 
période apyrétique (expériences de Manteufel). Ces quelques 
spirochétes, qui, au début de l’apyrexie, sous le choc de défense 
de lorganisme, ne se multiplient pas, commencent plus tard a 
se multiplier, probablement par division transversale, jusqu’a 
ce que leur nombre suffise pour déclancher l’accés. Ce nombre 
différe chez les individus d’aprés l’organisme, mais aussi peut- 
étre d’aprés la toxicité du parasite, de sorte que parfois l’accés 
commence avant que le nombre des spirochétes soit tel qwils 
puissent étre vus au microscope. 


Le Gérant : G. Masson. 
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